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A  functional  concentrate  rich  in proteins  and  lipids was obtained  from  an  industrial  shrimp 15 






inhibitory  capacities of  the material  recovered  from  the  shrimp  cooking  juice were  strongly 22 















organic  acids,  carotenoids,  etc.,  which  may  be  recovered  for  utilization  as  ingredients  in 36 
various  food  applications  (Simpson, Nayeri,  Yaylayan, & Ashie,  1998).  The  resulting  protein 37 
powders  can  also  be  used  in  feed  formulations  for  farm  animals  and  also  for  fabricated 38 
seafoods such as shrimp analogue or shrimp crackers in order to provide essential amino acids 39 
as well  as  carotenoids.  Astaxanthin  is  the major  naturally  occurring  carotenoid  pigment  in 40 
marine  crustaceans  and  is  the  main  compound  responsible  for  their  typical  orange‐pink 41 
colouration.  Carotenoids  are  normally  found  forming  strong  associations with  proteins  and 42 




The  process  of  cooking  shrimp  and  oyster  has  been  shown  to  generate  a  large  amount  of 47 
effluent  containing  appreciable  amounts  of  soluble  components,  such  as  peptides,  amino 48 
acids, glycogen, and other organic compounds (Cambero, Jaramillo, Ordoñez, Cobos, Pereira‐49 





acids  and  sugars present  in  the  cooking  juice  as  a  result of  thermal hydrolysis  (Mandeville, 53 
Yaylayan,  &  Simpson,  1992),  or  else  favoured  by  enzymatic  hydrolysis  (Kim  et  al.,  2000). 54 
Cooking effluents, however, may also contain high amounts of salts, and therefore a two‐step 55 
membrane  process,  combining  desalination  by  electrodialysis  and  concentration  by  reverse 56 
osmosis, has been  reported  to be  technically  feasible  to produce  aroma  concentrates  from 57 
shrimp cooking juices (Cros et al., 2006). 58 
Shrimp wastes subjected to enzymatic hydrolysis have been shown to be an important source 59 
of  bioactive  peptides  with  antioxidant  (Guerard,  Sumaya‐Martínez,  Laroque,  Chabeaud,  & 60 
Dufossé, 2007) and antihypertensive activity (inhibiting angiotensin I‐converting enzyme, ACE) 61 
(Cheung, & Li‐Chan, 2010). Antioxidant peptide  sequences obtained  from Penaeus  japonicus 62 
(Suetsuna, Ukeda & Ochi, 2000) and ACE‐inhibitory peptides obtained  from Acetes chinensis 63 
(He,  Chen,  Sun,  Zhang,  &  Zhou,  2006)  have  been  identified.  However,  to  our  knowledge, 64 
bioactive peptides have not been yet reported from shrimp cooking effluents. 65 
The  aim  of  the  present work  is  to  obtain  a  functional  concentrate  from  industrial  shrimp 66 




Shrimp  (Penaeus  spp.)  cooking  juice  (CJ)  (90  L)  was  obtained  from  a  local  crustacean 71 
processing  factory  (Gambastar,  Burgos,  Spain)  operating  under  industrial  conditions, 72 
immediately before being sent to the water treatment plant. The recovered cooking juice was 73 
tempered and  frozen at –20  °C until use. Nitric acid and hydrogen peroxide were purchased 74 
from  Panreac  (Moncada  i  Reixac,  Barcelona,  Spain). HPLC  grade  acetonitrile, methanol  and 75 
formic  acid  were  from  VWR  international  Inc.  (Barcelona,  Spain).  HPLC  grade  water  was 76 
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prepared  from  distilled  water  using  a Milli‐Q  system  (Millipore  Laboratory,  Bedford, MA). 77 
Methyl t‐butyl ether  (MTBE) was obtained from Labscan Ltd. (Dublin,  Ireland). Vitamin C, all‐78 
trans  astaxanthin,  ABTS  radical  [2,2’‐azino‐bis‐(3‐ethylbenzothiazoline‐6‐sulphonic  acid)], 79 
potassium persulphate, FeCl3, FeSO4, ascorbic acid, Trolox and 2,4,6‐tripyridyl‐s‐triazine were 80 
from Sigma‐Aldrich  (St. Louis, MO, USA). ACW and ACL kits, reagent 2 and reagent 3  for  the 81 
photochemiluminescence assay  (Photochem®) were purchased  from Analytik  Jena AG  (Jena, 82 
Germany). 83 
2.2. Sample preparation 84 
The  thawed  cooking  juice  (CJ) was  passed  through  a  centrifugal  separator  (GEA Westfalia 85 
Separator, OKA 2‐06‐566, Düsseldorf, Germany) at 9560  rpm and constant  flow  rate  (50l/h), 86 
resulting in a liquid supernatant (CJ‐L) and a pasty‐looking concentrate (CJ‐S). The CJ‐L fraction 87 
was  repeatedly  extracted  using  a  solvent mixture  of  ethyl  acetate  and water  (1:1)  until  no 88 
colour  in  the  organic  phase was  observed;  the  CJ‐L/solvent  ratio was  1:10.  Extraction was 89 

















Samples  (in  triplicate) were  prepared  by  acid  digestion,  in  the  presence  of  nitric  acid  and 105 
hydrogen  peroxide  (Panreac),  in  closed  vessels,  with  a  microwave  furnace  (Microwave 106 
Digestion LabStation, Milestone Inc., Shelton, USA). The minerals were quantified on an atomic 107 




For  the  analysis of  inorganic  ions  (Fluoride, Chloride, Nitrate,  Phosphate,  Sulphate), organic 112 
acids  (Citrate, Malate, Lactate, Formate, Acetate) and sugars and polyalcohols  (Myo‐inositol, 113 




Analysis  of  anions  and  organic  acids was  carried  out  in  triplicate  on  a Metrohm  Advanced 118 
Compact  Ion  Chromatograph  (model  IC‐861,  Metrohm  AG,  Switzerland)  equipped  with  an 119 
Advanced  Conductivity  Detector  (IC‐819,  Metrohm  AG).  The  columns  employed  were  a 120 
Metrosep A Supp 5–250 column (250 × 4 mm, 5 μm particle size) for anion determination and 121 
Metrosep organic acids (250 × 7.8 mm, 8–10 µm particle size) for organic acids determination 122 






a  gold  electrode.  The  column  employed  was  Metrosep  Carb  (1–250/250  ×  4.6mm,  5  µm 127 
particle  size).  Samples  were  injected  using  an  autosampler  (model  838  Advanced  Sample 128 
Processor, Metrohm AG) with a  flow  rate of 1 ml/min, using 150 m mol/l NaOH and 500 m 129 
mol/l  acetate–Na  in  150  m  mol/l  NaOH  as  mobile  phase.  Compounds  were  identified  by 130 





a  UV–vis  photodiode  array  detector  (model  168,  Beckman  Instruments,  Fullerton,  CA). 136 
Analytical separations were carried out on a stainless steel (250 x 4.6 mm i.d.) Develosil UG C30 137 
(5  m  particle  size)  column  (Nomura  Chemical,  Sojo,  Japan)  with  a  guard  cartridge 138 
(Phenomenex, Macclesfield, U.K.) packed with ODS C18.  Sample  injection was performed by 139 










CJ  and  CJ‐L  samples were  diluted  in water  1:40  v/v,  gently  stirred  for  30 min  and  filtered 148 




































high performance  liquid chromatography  (RP‐HPLC) was used to determine ACE  inhibition as 183 




The  amino  acid  contents  in  the  CJ‐L‐AP  and  CJ‐L‐OP  samples  were  determined  by  direct 188 
hydrolysis in vacuum‐sealed glass tubes at 110 °C for 24 h, with 6 mol/l HCl and 0.1 % phenol 189 
with norleucine  (Sigma‐Aldrich,  Inc.) as  the  internal standard, as  reported earlier  (Alemán et 190 


















The  cooking  juice had a  cloudy yellowish appearance with orange particles  in  suspension. A 207 
pilot plant centrifugal separator that allowed a continuous flow was used for the concentration 208 
of  the  solid  matter  contained  in  the  cooking  juice  (CJ)  in  order  to  simulate  a  feasible, 209 
economically profitable, non‐contaminating industrial procedure. The centrifugation produced 210 
a  translucent  liquid  supernatant  (CJ‐L)  with  a  slightly  yellowish  orange  colour  and  a  solid 211 
precipitate  (CJ‐S)  with  a  more  intense  orange  colour,  shiny  appearance  and  creamy 212 
consistency. Table 1 shows the proximate analysis, pH and total basic volatile nitrogen (TBV‐N) 213 
of the original juice (CJ), and of CJ‐L and CJ‐S. The protein fraction was the major component of 214 
the cooking  juice  (26.2 g/l), representing ≈53 % of the dry matter (d.m.), while the  juice also 215 
contained 9.5 g/l of fat  (≈19 % d.m) and 10.8 g/l of ash (≈22 % d.m).  In the protein fraction, 216 













The mineral content of crustacean cooking  juices  is a parameter  that can vary considerably, 228 
depending  on  the  process,  in  relation  to  the  quantity  of  salt  (normally NaCl)  added  to  the 229 
cooking water.  Cros  et  al.  (2006)  reported  a mineral  content  ranging  from  15  to  40  g/l  in 230 
shrimp cooking juices collected in a seafood processing factory, values higher than the 10.8 g/l 231 
found in the present study. 232 
After processing with  the  centrifugal  separator,  the concentrate  (CJ‐S) consisted mainly of a 233 
lipid component  (135.2 g/kg), followed by protein  (115.8 g/kg), which, expressed  in terms of 234 
dry matter, represented ≈48 % and ≈41 %, respectively. However, the percentage of ash in the 235 
concentrate  (CJ‐S)  tended  to  reduce  significantly  with  respect  to  the  original  juice, 236 
representing ≈3 % of the dry matter. Kim et al. (2000) reported a total nitrogen content of 66.9 237 
g/kg,  84.8  g/kg  of  ash  and  803  g/kg  of moisture  in  a  concentrate  obtained  from  industrial 238 
oyster cooker effluent, finding  lipids as trace amounts. They found that nucleotides and their 239 
related  compounds  comprised  around  7  %  of  the  total  extractable  nitrogen,  whereas 240 





low  levels  (0.10  g/kg)  in  CJ‐S  and  increased  slightly  to  0.14  g/l  in  CJ‐L,  indicative  of  an 244 













weight  basis  the  content  in  CJ‐S was  considerably  lower  than  in  CJ‐L. Appreciable  levels  of 258 
some organic acids (acetate, citrate and, to a lesser extent, formate), mono‐ and disaccharides 259 
(glucose,  sucrose)  and  other  polyalcohols  (glycerol,  myo‐inositol  and  mannitol)  were  also 260 
found (Table 4), and in terms of dry matter, they tended also to exhibit lower concentrations in 261 
CJ‐S.  A  relative  abundance  of  glucose  and  other  sugars  and  polyalcohols  has  also  been 262 
reported  in  other  studies  on  recoveries  from  shellfish  broth,  as  products  of  glycolysis  and 263 
nucleotide  degradation  (Cambero  et  al.,  1998).  The  presence  of  appreciable  amounts  of 264 





Moreover, depending on  the  intensity and duration of  the heat  treatment,  interactions with 268 




acetate, phosphate, etc. may be a  result of  thermal hydrolysis of  lipids such as  triglycerides, 273 
fatty  acid  esters, phospholipids,  etc. Cambero  et  al.  (1998)  reported  the  fat  components  in 274 
shrimp  cooking  broth  to  be  highly  sensitive  to  thermal  degradation,  since  the  fat  content 275 
gradually diminished with increases in temperature. 276 
In general, there was a relative decrease in the concentrations of minor soluble compounds in 277 
the concentrated product, since  they tended to remain  in the aqueous phase.  In  the case of 278 
glucose,  sucrose  and  mannitol,  it  was  surprising  that  the  concentrations  in  CJ‐L  were 279 
significantly  greater  than  in  CJ,  bearing  in mind  that  the  proximate  composition was  very 280 
similar. A possible explanation might be that during the separation process there was strong 281 
homogenisation of  the  cooking  juice,  facilitating  the breaking up of  the  suspended particles 282 
and the consequent release of certain hydrophilic compounds which could accumulate in CJ‐L. 283 
3.2. Biological properties 284 
The antioxidant properties of CJ, CJ‐L and CJ‐S were evaluated  in  terms of  their  free  radical 285 
scavenging  capacity  (ABTS,  PCL),  ferric  ion  reducing  capacity  (FRAP)  and  metal  chelating 286 
capacity  (Table 5). Unlike  the metal chelating capacity, the radical scavenging capacity  (ABTS 287 
and PCL) and  the  reducing capacity are concentrated  in  the  solid  fraction, CJ‐S. The notable 288 
antioxidant activity can be attributed to the presence of carotenoids (Liñán‐Cabello, Paniagua‐289 
Michel  &  Hopkins,  2002).  They  are  largely  associated  with  proteins,  in  the  form  of 290 
carotenoproteins,  which  are  stable  complexes  of  carotenoids  bound  to  a  high‐density 291 












increased  considerably  in  the concentrate,  revealed by a  lower  IC50 value  (1.70 mg/ml). The 302 
ACE‐inhibitory  IC50  value of an enzymatic hydrolysate of  the  shrimp A.  chinensis was 0.96 ± 303 
0.03 mg/ml (He et al., 2008).  304 
The biological activity of the  less concentrated CJ‐L fraction was further analysed,  in order to 305 




of  these  compounds  the CJ‐L‐OP  fraction was analysed by RP‐HPLC, and  the  chromatogram 310 
obtained  is  shown  in  Figure  1.  On  the  basis  of  the  retention  behaviour  and  absorption 311 
spectrum, peak 1 was identified as trans‐astaxanthin; peaks 2 and 3 were tentatively identified 312 
as  cis‐astaxanthin.  Most  of  the  other  peaks  showed  an  absorption  spectrum  similar  to 313 







be  largely due  to  lipid  soluble antioxidants, presumably  carotenoids, which  still  remained  in 319 
the  CJ‐L  fraction.  Astaxanthin  has  been  referred  as  a  potent  antioxidant  and  attenuates 320 
oxidative stress, DNA damage and cell death (Shimidzu, Goto & Miki, 1996). On the contrary, 321 
the  chelating  activity  was  predominant  in  CJ‐L‐AP,  suggesting  a  more  prominent  role  of 322 
hydrophilic compounds, presumably peptides, in this antioxidative mechanism. 323 






To  elucidate  the  possible  contribution  of  small  peptides  to  the  antioxidant  capacity  and, 330 
especially,  the noticeable ACE‐inhibitory  capacity  found  in CJ‐L‐AP,  this  fraction was  further 331 
characterized in terms of amino acid composition and molecular weight distribution. The total 332 
amount of amino acids present  in  the aqueous phase was  found  to be 2.35 g/l.  It  is worth 333 
noting that no appreciable presence of amino acids was detected  in the organic phase  (CJ‐L‐334 




Val, Ser, Thr, Phe, Tyr and  Ile, were found  in concentrations between 50 and 100 mg/l  in the 339 




broths were Arg and Gly,  followed  in order of quantitative  importance by Ser, Ala, Pro, Leu, 342 
Lys, Phe and Glu. In an oyster cooker effluent, Gly, Ala, Glu and Arg were reported to comprise 343 
around  40 %  of  total  free  amino  acids  (Kim  et  al.,  2000).  The most  abundant  amino  acids 344 
present in cooked shrimp waste were found to be Pro, Arg and Phe, accounting for 84.2 % of 345 
the  total  free amino acids  in  this material  (Mandeville et al., 1992). Those authors  reported 346 
that the amino acid most affected by cooking was Asp, followed by Glu, Pro, Ala, Ser and Phe.  347 
The high  antihypertensive  activity  found  in  the present  study  seems  to be  related with  the 348 
abundance of certain amino acids, especially Gly and Pro,  forming part of small peptides.  In 349 
fact,  if  the  amino  acid  composition  is  expressed  in  relative  terms  (number  residues/1000 350 
residues), Gly  (198 ‰) and Pro  (122 ‰),  followed by Glu  (121 ‰), were  the most abundant 351 
amino acid residues.  Interestingly, Pro seems  to be one of  the most effective amino acids  in 352 
increasing ACE‐inhibitory activity and  it has been described  in many naturally occurring ACE 353 
peptide inhibitors, including shrimp hydrolysates (He et al., 2006). In particular, the dipeptide 354 
Gly‐Pro  has  been  reported  to  present  an  antihypertensive  effect  in  spontaneously 355 
hypertensive rats (Ichimura, Yamanaka, Otsuka, Yamashita, & Maruyama, 2009). 356 
The molecular  exclusion  profile  of  CJ‐L‐AP  (Figure  3)  reveals  the  presence  of  various  peaks 357 
corresponding  to peptides with a molecular weight  less  than 7  kDa, which  is  the molecular 358 
exclusion volume of the column. Most of the material is comprised in a molecular weight range 359 
between 1355 and 502 Da, with  the most abundant peak  corresponding  to peptides with a 360 
molecular weight of around 1 kDa. ACE‐inhibitory peptides are relatively short sequences with 361 









A  concentrate  rich  in  lipids  and protein with  low  ash  content was obtained  from  industrial 369 
shrimp  cooking  juice using a  centrifugal  separator. The  crustacean aroma, attractive orange 370 
colouring  and  noticeable  antioxidant  and  ACE‐inhibitory  capacities,  make  this  concentrate 371 
appropriate to be used for the formulation of functional foods. The high ACE‐inhibitory activity 372 
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Figure  1.  RP‐HPLC  chromatogram  of  carotenoids  from  the  organic  phase  (CJ‐L‐OP).  Peak 453 










































































































































































































































CJ  2.01 ± 0.05c  6.64 ± 0.03c  68.7 ± 1.4e  518.4 ± 19.7d 
CJ‐L  1.91 ± 0.07c  6.67 ± 0.13c  65.0 ± 1.4e  462.4 ± 26.3c 










column  are  significantly  different  (P  < 
0.05). 
The  IC50  value  was  defined  as  the 
concentration in mg of sample per mL of 









CJ‐L‐AP  19±7.1  1.7±0.11 89.47±4.43 
CJ‐L‐OP  8±4.8  82.1±7.92 n.d 
1 µg ascorbic acid/mL 
2 µg trolox/mL 
The IC50 value was defined as the concentration in µg of sample per mL of solution enzymatic system 
required to reduce the HA peak by 50%. 
n.d= not determined 
